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論文内容の要旨 
ダイズ根粒菌はαプロテオバクテリアに属するグラム陰性の土壌細菌であり、ダイズなどのマメ科植物に
根粒を形成することで共生関係を結び、根粒組織において大気中の窒素ガスをアンモニアに固定している。
ダイズ根粒菌ゲノムの重要な特徴の一つとして、共生アイランドの存在がある。共生アイランドは、共生窒
素固定に必須な遺伝子と大量の挿入配列(Insertion Sequence: IS)が存在する外来性ゲノム領域であり、ダイズと
共生する際に必要となる。例えば、研究に汎用されるダイズ根粒菌Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110 株
(9.1 Mb)では、染色体中の低 GC 含量領域である 681 kb 以上に及ぶゲノミックアイランド(Genomic island)を
保有している。USDA110 ゲノムには 20 種類の異なる IS(RS, RS, FK1, IS1632, ISB20, ISB27, ISBj2~ISBj15)
が存在する。しかしながら、ダイズ根粒菌に近縁だが共生アイランドを持たない Bradyrhizobium 属細菌
S23321 株ゲノムではこれらの ISは全く見いだされない。 
生育が極端に遅いダイズ根粒菌(Extra-Slow-Growing: ESG)は、日本、アメリカ、中国の土壌で形成されたダ
イズ根粒から分離されている。IS コピー数の多い ESG 株は HRS(Highly Reiterated Sequence–possessing：超反
復配列保有)株とも呼ばれている。 
挿入配列は転移酵素トランスポゼースと末端逆方向反復配列(Terminal inverted repeat: TIR)をもった原核生物
の最小の転移因子の単位であり、特定の標的配列に入り込み、元の配列に対し逆位、挿入、欠失といった変
化を起こさせる。また、それに伴い一般的にそのコピー数は増加する。したがって、HRS 株では、IS による
DNA再編成が起きている可能性が考えられる。 
本研究では、ダイズ根粒菌 HRS 株と non-HRS 株のゲノム解析により、(1) HRS 株ではどの種類の IS が増
加しているか、(2) HRS 株では ISによるDNA再編成が起きているかを明らかにし、さらに(3) HRS 株の共生
および単生の表現型の理由をゲノム構造から推定すること目的とした。 
 
(1) Bradyrhizobium属ダイズ根粒菌 HRS株の系統解析 
HRS 株の系統を明らかにするため、HRS株（NK5, NK6, USDA123, 2281, USDA135, T2）の 16S rRNA遺伝
子、ITS領域、nifH遺伝子配列を決定し、non-HRS株とともに系統樹を作製した。16S rRNA及び ITSの系統
樹より、NK5 株とNK6 株は Bd クラスタ (ーBd; B. diazoefficiens)に入り、他の HRS 株は Bjクラスタ (ーBj; B. 
japonicum)に入った。nifH 系統樹では、HRS 株は共生アイランドを保有しているダイズ根粒菌と同一のクラ
スターを形成した。以上の結果より、HRS株は、non-HRS株と系統的に同一であることが明らかとなった。 
 
(2) HRS 株ゲノムのマッピングによる挿入配列コピー数の推定 
HRS 株の RS, RS, IS1631 の IS コピー数増加が報告されているが、共生アイランドに存在するその他の
18 種類の IS については調べられていない。HRS 株ゲノム中の IS による再編成を明らかにするため、供試し
た HRS 株（6 株）の MiSeq より出力されたリードデータを USDA110 株ゲノムにマッピングすることにより、
HRS 株と non-HRS 株ゲノム中の ISコピー数を推定した。その結果、HRS株は 20 種類の ISの内、RS, RS, 
IS1631 以外に 4 種類の IS (FK1, IS1632, ISB27, ISBj8)のコピー数が non-HRS 株と比べ顕著に高くなっていた。
以上の結果より、HRS 株はそのゲノム中に多数の IS を保有していること、共生アイランド上に存在してい
る 20 種類の ISの一部（RS, RS, IS1631, FK1, IS1632, ISB27, ISBj8）が増加することが分かった。この結果
から、HRS株ゲノムはこれらの ISによる再編成を受けている可能性が示唆された。 
 
(3) HRS 株NK6 のゲノム解析  
HRS 株ゲノムにおいて、IS による DNA 再編成がどのような形式で起きているかを明らかにするため、
PacBio 社の Single Molecule Real-Time (SMRT) DNA sequencing により NK6 ゲノムを決定した。その結果、
NK6 株ゲノムは 9.78 Mbの主染色体と 4 つのプラスミド(136-212 kb)から構成されていた。以前解析されたパ
ルスフィールド電気泳動解析の結果もこのNK6 株ゲノムの正当性を支持した。 
NK6 株ゲノム中における IS 分布を BLASTN により探索を行ったところ、NK6 株ゲノムの持つ IS 総数は
404 個と推定された。この結果は上記(2)のマッピング結果とほぼ一致した。B. diazoefficiens USDA110 と B. 
japonicum USDA6
Tでは IS が共生アイランドに集中的に分布しているのに対して、NK6 株ゲノムでは染色体
やプラスミド全体に分散していた。以上の結果より、NK6 株では染色体全体で IS による DNA 再編成が起こ
っている可能性が示唆された。 
 
(4) HRS 株NK6 と non-HRS株の共生アイランド構造比較 
HRS 株の DNA 再編成の形式を明らかにするため、NK6 株と USDA110 株とのゲノム比較を行った。ゲノ
ムマッチャーによるゲノム比較の結果、大部分の領域で共線性(co-linearity)が見られたが、2.2 – 3.0Mb(0.8Mb)
領域(V1 領域)、4.3 -5.9Mb(1.6Mb)領域(V2領域)の 2 領域で共線性が観察されなかった。USDA110 ゲノムでは
クラスターをなしている共生領域が、NK6 ゲノムでは V1, V2 領域内の 5 か所に分散しており、nif, nod, rhc
遺伝子クラスター以外は激しくシャッフルされていた。以上の結果より、V1V2 領域内においては再編成が
活発に起こったこと、V1V2 領域以外のコア領域では IS が多数存在しているにも関わらず保存性（共線性）
が高いことが明らかとなった。 
 
(5) NK6 ゲノムにおけるRS配列の解析 
IS による DNA 再編成が染色体全体でどのように起きているか調べることを通じ、HRS 株の表現型の理由
を推測するため、NK6 株で最もコピー数が高かった IS である RSに着目し、詳細な解析を行った。その結
果、NK6 染色体上の RSα114 コピー中、14 コピー、すなわち 14 箇所で RSが遺伝子破壊を起こしていた。
破壊を起こしていた箇所は V1V2 領域内で 7 か所、コア領域で 7 か所であった。V1V2 領域内の 7 か所では、
USDA110 株ゲノムを基準として近接していない配列を結びつける遺伝子破壊タイプが多く、コア領域の 7 か
所では単純な RS挿入による遺伝子破壊が観察された。RSによる破壊遺伝子は Glutathione S-transferase や
Adenylate cyclase などの生存に重要な遺伝子が含まれていた。以上の結果より、V1V2 領域内では RSによ
る USDA110 ゲノムで近接していない配列が結びつけられるシャッフルによる再編成が起き、一方、コア領
域では RSの単純な挿入により、再編成は抑えられていることが示唆された。これらの結果は、NK6 株と
USDA110 株のゲノム比較の結果(4)とも一致していた。 
 IS が介在する遺伝子再編成や RS挿入による破壊遺伝子の一部には解毒作用や環境シグナルの伝達など生
存に必須な遺伝子が含まれており、これらの遺伝子破壊に伴って、培地上での生育が極端に低下した可能性
も考えられた。一方、共生窒素固定に必須な遺伝子(nod, nif, rhc)は IS等で破壊されておらず、HRS株である
NK6 と non-HRS 株である USDA110 株の共生窒素固定が同じレベルであることを支持した。 
 
(6) HRS 株ゲノム安定性 
ISの多い HRS 株ゲノムの安定性を検討するために、NK6 株を 15 回 HM培地で植え継ぎ後、シングルコロ
ニー由来の DNA を調製し、IS コピー数の推定と NK6 染色体へのマッピング解析を行った。その結果、21
種類の IS 推定コピー個数、推定コピー割合、マッピングプロファイル、非マップリード割合は植え継ぎ前後
で変化しなかった。したがって、通常の単生状態の培養では、HRS 株ゲノムの構造は安定していると考えら
れた。 
 
(7) 結論 
本研究において、(1) HRS株は 7 種類の IS (RS, RS, IS1631, FK1, IS1632, ISB27, ISBj8)が増加すること、
(2) HRS 株の NK6 株ゲノムでは主にコア領域以外で ISが介在する DNA再編成が起きていることが明らかと
なった。さらに、(3) IS 挿入による破壊遺伝子には生存に重要な遺伝子が含まれていたので、これらが HRS
株のESG表現型を起こしている可能性があった。以上の事実より、共生アイランドの水平伝達で獲得した IS
により、HRS株は土壌環境中で生成されたと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
論文審査結果の要旨 
培地上での生育が極端に遅いダイズ根粒菌は、挿入配列(IS)コピー数が多く、HRS 株と
呼ばれている。しかし、HRS 株がどのように生成したのかは不明であった。そこで、飯
田隆之氏の提出の博士論文では、HRS 株と non-HRS 株の IS 分布様式や共生アイランドの
ゲノム解析を行った。 
HRS 株の 16S rRNA 遺伝子、ITS 領域、nifH 遺伝子配列に基づく系統解析により、HRS
株は、non-HRS 株と系統的に同一であった。HRS 株の MiSeq 解析リードを USDA110 株
ゲノムにマッピングすることにより、HRS 株は 7 種類の IS が顕著に多かった。 
 HRS 株 NK6 の全ゲノム塩基配列解析より、NK6 株ゲノムは 9.78 Mb の主染色体と 4 つ
のプラスミドから構成され、non-HRS である USDA110 株では共生アイランドに集中的に
分布している IS は、NK6 株では染色体全体およびプラスミドに分散していた。NK6 株と
USDA110 株とのゲノム比較の結果、染色体の大部分の領域で共線性(co-linearity)が見られ
たが、V1, V2 可変領域では共線性が観察されず、non-HRS 株 USDA110 の共生アイランド
該当領域であった。共生に関わる nif, nod, rhc 遺伝子クラスター以外は激しくシャッフル
されていた。NK6 染色体上の RSの 114 コピー中、14 箇所で RSが遺伝子破壊を起こし
ていた。V1V2 領域内の 7 か所ではシャフリングタイプが多く、コア領域では単純な挿入
による遺伝子破壊が多く観察された。RSによる破壊遺伝子は Glutathione S-transferase や
Adenylate cyclase などの生存に重要な遺伝子が含まれていた。以上の結果より、
Bradyrhizobium 属ダイズ根粒菌 HRS 株は共生アイランド獲得を契機として生成し、IS に
よる共生アイランドの激しい再編成とゲノムコア遺伝子破壊を起こしながら消滅する可能
性が考えられた。 
 本論文は、生育の遅い植物共生細菌が共生アイランド獲得によるゲノム劣化であること
強く示唆するゲノム科学的証拠を集め、細菌の植物共生が自身の生存も脅かす場合のある
ことを明らかにした。これらの根気強い解析は、飯田氏が自立して研究活動を行うに必要
な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって、審査員一同、飯田隆之
氏提出の論文が博士（生命科学）の博士論文として合格と認めた。 
 
